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Введение. Повышенная экспрессия трансформирующего фактора роста бета-1 (transforming growth factor beta1 , TGF-β1) в зло-
качественных опухолях головного мозга способствует выживанию опухолевых клеток, увеличивая их рост, миграцию, инвазию, 
ангиогенез, супрессию иммунной системы.
Цель работы – методом протеомной масс-спектрометрии высокого разрешения изучить молекулярные механизмы действия 
TGF-β1 на клетки U87 глиобластомы человека.
Результаты. Идентифицированы внутриклеточные сигнальные пути, ответственные за участие TGF-β1 в онкогенезе злокаче-
ственных глиом и включающие дифференциально экспрессированные белки плотных межклеточных контактов, фокальной адге-
зии, деацелаз гистонов, теплового шока, семейства S100.
Заключение. Установлены важные закономерности, которые могут быть использованы при разработке новых подходов для об-
наружения кандидатных маркеров метастазирования глиобластомы и потенциальных мишеней для терапии этого заболевания.
Ключевые слова: трансформирующий фактор роста бета-1, мультиформная глиобластома, протеом, масс-спектрометрия, 
эпителиально-мезенхимальный переход, фокальная адгезия, плотные межклеточные контакты
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Background. Increased expression of transforming growth factor beta-1 (TGF-β1) in malignant brain tumors promotes cancer cells survival 
enhancing their growth, migration, invasion, angiogenesis, immune system suppression.
Objective is to study molecular mechanisms of TGF-β1 action on U87 human glioblastoma cells by means of proteomic high-resolution mass-
spectrometry.
Results. We have identified intracell signal pathways responsible for TGF-β1 involvement in malignant gliomas oncogenesis including dif-
ferential expressed proteins of tight cell junctions, focal adhesion, histone deacetylases, heat shock, S100 family.
Conclusions. Important patterns are determined that could be used for the development of new approaches for detection of glioblastoma me-
tastasis candidate markers and potential therapy targets of this decease.
Key words: transforming growth factor beta-1, glioblastoma multiforme, proteome, mass-spectrometry, epithelial-mesenchymal transition, 
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Введение
Мультиформная глиобластома (Glioblastoma Multi-
forme, GBM) – наиболее распространенная первичная 
высоко инвазивная глиальная опухоль головного моз-
га человека с крайне неблагоприятным прогнозом [1]. 
Выживаемость больных при использовании всех сов-
ременных протоколов комплексного лечения состав-
ляет 6–12 мес после постановки диагноза из-за ин-
фильтративной и агрессивной природы GBM [2]. 
Инвазия/инфильтрация опухолевых клеток и их про-
лиферация остаются главными причинами смерти 
больных злокачественными глиомами [3]. Поэтому 
в последнее время уделяется повышенное внимание 
изучению сигнальных путей, вовлеченных в развитие 
глиобластомы. Лучшее понимание молекулярных ме-
ханизмов онкогенеза GBM в конечном счете должно 
привести к открытию новых терапевтических мише-
ней, которые обеспечат более эффективные методы 
лечения этого заболевания [4].
Среди многих сигнальных путей, связанных с глио-
мами, сигналинг с участием трансформирующего фак-
тора роста бета (transforming growth factor beta, TGF-β) 
играет важную роль в регулировании поведения этих 
опухолей [5]. Сообщалось о повышенных уровнях TGF-β 
в сыворотке крови и опухолевой ткани пациентов со 
злокачественной глиомой, наблюдалась отчетливая 
корреляция повышенного уровня TGF-β со степенью 
злокачественности и распространенностью опухоле-
вого процесса, плохим прогнозом для больных. Вы-
сказывается предположение о прямом участии этого 
сигнального пути в молекулярных механизмах, связан-
ных со злокачественностью глиом [5]. Опубликованы 
данные о том, что TGF-β может вызывать прогрессию 
опухолевого процесса по аутокринному механизму [6].
TGF-β относится к цитокинам, которые участвуют 
в регуляции эмбрионального развития и гомеостаза 
ткани [7]. На клеточном уровне TGF-β влияет на такие 
процессы, как рост, выживание, дифференцировка, 
миграция клеток и активация иммунитета в зависи-
мости от типа клеток и клеточного контекста. Свои 
действия TGF-β осуществляет через сложную сеть раз-
личных лигандов и рецепторов, проводящих соответст-
вующие сигналы [7]. При раке сигнальный путь TGF-β 
выполняет как супрессорные, так и промотирующие 
функции. TGF-β считают опухолевым супрессором, 
поскольку он является мощным ингибитором проли-
ферации эпителиальных клеток, астроцитов и имму-
ноцитов. Некоторые опухоли приобретают устойчивость 
к цитостатическому действию TGF-β в результате му-
таций в отдельных элементах сигнального пути TGF-β. 
Определенные злокачественные опухоли, включая глио-
мы, селективно теряют способность TGF-β ингиби-
ровать пролиферацию, сохраняя другие их функции 
неизменными [7]. В таких опухолях TGF-β может вы-
зывать пролиферацию, ангиогенез, инвазию, метаста-
зирование и супрессию иммунитета. Таким образом, 
TGF-β играет двойную роль в канцерогенезе и, в зави-
симости от стадии и типа опухоли, он действует как 
супрессор опухоли или как канцерогенный фактор [8]. 
Такое переключение от опухолевой супрессии к онко-
генной активности известно как «парадокс TGF-β» [9]. 
Несмотря на заметный прогресс в изучении сигналь-
ного пути TGF-β, его роль в онкогенезе глиом недо-
статочно ясна.
Особый интерес представляют данные о модуля-
ции TGF-β эпителиально-мезенхимального перехода 
(ЭМП). Индукция ЭМП приводит к метастатической 
инвазии многих карцином, однако до конца его роль 
остается непонятной, особенно в случае глиобластом. 
Недавние исследования связывают ЭМП с генераци-
ей опухолевых стволовых клеток [10]. Молекулярные 
механизмы TGF-β индукции ЭМП в глиобластомах 
мало изучены. Тем не менее представленные в настоя-
щее время данные указывают на важную роль сигналь-
ного пути TGF-β на поздних этапах развития опухоле-
вого процесса в глиомах, включая инвазию, и делают 
его потенциальным кандидатом для таргетной терапии.
В настоящей работе впервые методом протеомной 
масс-спектрометрии высокого разрешения изучали 
молекулярные механизмы действия TGF-β1 на клетки 
U87 глиобластомы человека. Идентифицированы 
внутриклеточные сигнальные пути, ответственные за 
участие TGF-β1 в онкогенезе злокачественных глиом 
и включающие дифференциально экспрессированные 
белки (ДЭБ) плотных межклеточных контактов (ПМК), 
фокальной адгезии, деацелаз гистонов (histone deace-
tylases, HDAC), теплового шока (heat shock proteins, HSP), 
семейства S100. Установлены важные закономерности, 
которые могут быть использованы при разработке но-
вых подходов для обнаружения кандидатных маркеров 
метастазирования глиобластомы и потенциальных ми-
шеней для терапии этого заболевания.
Экспериментальная часть
Реактивы. Для всех процедур использовали дистил-
лированную воду, очищенную и обессоленную с по-
мощью Milli-Q (Millipore Corporation, США). Ацето-
нитрил (ACN) HPLC gradient grade был получен из 
Pro labo (США); 98–100 % муравьиная кислота (FA) – 
из Merck (США); гидрокарбонат аммония NH4HCO3, 
дитио треитол, этилендиаминтетрауксусная кислота 
(EDTA), трис-(2-карбоксиэтил)-фосфин (TCEP), трифтор-
уксусная кислота (TFA) и мочевина – из Fluka (USA); 
99,7 % уксусная кислота, 99,5 % 2,2,2-трифторэтанол-
(TFE), TGF-β1, иодацетамид и трипсин, метилиро-
ванный по лизинам – из SigmaAldrich (США); соляная 
кислота (чистая) и хлорид калия (KCl) (чистый) – из 
Химмед (Россия).
Клеточные культуры. Клетки линии U87 культиви-
ровали при температуре +37 ºC в увлажненной атмос-
фере с 5 % СО2 в среде DMEM (Gibco, Life Techno logies, 
Россия) с низким содержанием глюкозы с глутамином 
с добавлением 10 % эмбриональной телячьей сы-
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(100 мкг/мл) в общем объеме 15 мл в пластиковых 
флаконах для культур клеток (75 см2) (Corning Costar, 
США). При достижении 70 % монослоя (после 48 ч 
роста) клетки трехкратно осторожно отмывали 15 мл 
среды DMEM с глутамином и культивировали в бес-
сывороточной среде с добавлением 5 нг/мл TGF-β 
в течение 24 ч при температуре +37 °С. Все клеточные 
линии выращивали в 3 экземплярах, независимо об-
рабатывали и анализировали.
Получение лизатов линий опухолевых клеток U87. 
Клетки монослойной культуры снимали с культураль-
ных флаконов, осаждали центрифугированием со ско-
ростью 1500 об/мин в течение 10 мин, супернатант 
удаляли, клетки ресуспендировали в 3 мл фосфатного 
буферного раствора (рН 7,4) и вновь осаждали цент-
рифугированием. Отмывку клеток осуществляли 3 ра-
за. Перед последним центрифугированием проводили 
подсчет клеток по стандартному методу в камере 
Горяева с трипановым синим. Клетки в количестве 
(1–3) × 106 ресуспендировали в 1 мл лизирующего бу-
фера. Готовили 1 мл лизирующего буфера (Sigma Aldrich, 
США). Для этого смешивали 200 мкл буфера (250 мМ 
Tris-HCl, pH 7,5; 5 мМ EDTA; 200 мкл 750 мМ хлори-
да натрия (NaCl); 200 мкл 0,5 % додецилсульфата на-
трия (Lauryl sulfate); 200 мкл 2,5 % дезоксихолевой 
кислоты; 200 мкл 5 % игепала; 10 мкл коктейля инги-
биторов протеаз. Все процедуры выполняли при тем-
пературе +4 °С. К клеткам добавляли 1 мл лизирую-
щего буфера. Инкубировали на протяжении 15 мин 
в охлаждаемом шейкере Eppendorf Thermomixer Comfort 
(Германия). Центрифугировали в течение 1 ч в охлаж-
даемой центрифуге Eppendorf Centrifuge 5415 F (Гер-
мания). Супернатант отбирали для дальнейшего ис-
следования. Полученные в результате лизиса образцы 
очищали от низкомолекулярных соединений с помощью 
Agilent Spin Con cent rators for Pro teins 5 кДа (США).
Очистка клеточных лизатов от низкомолекулярных 
соединений. Образец (300–500 мкл в зависимости от 
количества лизированных клеток) вносили в концент-
ратор 5 кДа, добавляли 4,0 мл 8 М мочевины в 0,1 М Tris-
HCl и центрифугировали со скоростью 3000 об/мин 
до того момента, когда над фильтром оставалось 300 
мкл жидкости. Подобную промывку повторяли 4 раза 
с 4,0 мл воды (MilliQ). Полученные 300 мкл образца 
ресуспендировали и отбирали. Дополнительно образец 
смывали с концентратора дважды по 200 мкл воды 
(MiliQ). В итоге полученные 700 мкл образца исполь-
зовали для дальнейшего исследования: измеряли об-
щий белок по поглощению на длине волны 280 нм 
на спектрофотометре NanoDrop ND-1000 (Thermo, 
США). Принимали, что 1 единица оптической плот-
ности соответсвует 1 мг общего белка в 1 мл раствора. 
Расcчитывали количество лизата, в котором содержится 
300–400 мкг белка и упаривали при температуре +30 °С 
в центрифужном испарителе Labconco CentriVap (США) 
до объема 10–20 мкл (если масса белка была < 300 мкг, 
то упаривали весь лизат).
Энзиматический гидролиз (трипсинолиз) образцов. 
К высушенным лизатам добавляли по 25 мкл TFE, 
по 25 мкл 100 мМ водного раствора NH4HCO3 и по 2 мкл 
свежеприготовленного 50 мМ водного раст вора TCEP. 
Реакционную смесь выдерживали 1 ч при температу-
ре +60 °С, затем охлаждали до +25 °С, добавляли по 
1 мкл свежеприготовленного 84 мМ водного раство-
ра иодацетамида и выдерживали 30 мин при темпе-
ратуре +25 °С, после чего добавляли по 100 мкл 100 мМ 
раст вора NH4HCO3, по 300 мкл воды и раствор трип-
сина в 1 мМ соляной кислоте (концентрация трипсина 
1 мкг/мкл, соотношение трипсин:белок 1:50 по массе) 
и выдерживали 18 ч при температуре +37 °С. По 4 мкл 
раст воров анализировали масс-спектрометрически для 
контроля проведения трипсинолиза. По окончании 
реакции содержимое пробирок упаривали досуха при 
температуре +30 °С на центрифужном испарителе 
Labconco CentriVap, а затем подвергали лиофильной 
сушке в течение ночи для полного удаления бикарбо-
ната аммония.
Разделение триптических пептидов. Триптические 
пептиды растворяли в мобильной фазе А (30 % ACN, 
70 % воды, 0,1 % FA, рН 2,7) так, чтобы в 20 мкл раст-
вора было 100 мкг общего белка, и разделяли на хро-
матографе Dionex Ultimate 3000 (Нидерланды), снаб-
женном коллектором фракций, на катионообменной 
колонке MIC-10-CP (материал Poros 10S, 1 мм × 10 см, 
Dionex, США): объем инжектируемой пробы 20 мкл, 
поток растворителя 30 мкл/мин, температура колонки 
+25 °С, детекция по ультрафиолетовому поглощению 
при длинах волн 214 и 281 нм. Растворители: мобиль-
ная фаза А – 30 % ACN, 70 % воды, 0,1 % FA; мобиль-
ная фаза В – мобильная фаза А + 500 мМ KCl. Гради-
ент: 0–5 мин 0 % фазы В, 5–85 мин 0–20 % фазы В, 
85–89 мин – 20–100 % фазы В, 89–94 мин 100 % фазы В, 
94–95 мин 100–0 % фазы В, затем уравновешивание 
колонки в течение 30 мин на фазе А. Собирали 24 фрак-
ции со 2-й по 50-ю минуту через равные промежутки 
времени в 2 мин. Полученные фракции упаривали 
досуха при температуре +30 °С на центрифужном испа-
рителе, а затем перерастворяли в 100 мкл 0,1 % водного 
раствора FA.
Масс-спектрометрический анализ. Анализ трипти-
ческих пептидов проводили на нанопроточном хрома-
тографе Dionex Ultimate 3000 (Нидерланды) в сочета-
нии с масс-спектрометром LTQ Orbitrap XL (Thermo) 
с источником ионизации NSI. Разделение пептидов 
осуществляли на колонке Acclaim C18 PepMap100 
(75 мкм × 150 мм, размер зерна 3 мкм, Dionex), снабжен-
ной предколонкой. Образец (20 мкл) загружали на пред-
колонку в течение 1 мин в 99,9 % воды/0,1 % FA, затем 
отмывали от соли 4 мин 0,1 % раствором TFA в воде 
и еще 1 мин уравновешивали 99,9 % воды/0,1 % FA; 
скорость потока 30 мкл/мин. Условия хроматогра-
фирования: скорость потока 0,3 мкл/мин, мобиль-
ная фаза А – 95 % воды/5 % диметилсульфоксида 
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DMSO/85 % ACN/0,1 % FA. Градиент: 0–6 мин 20 % 
фазы В, 6–126 мин 20–45 % фазы В, 126–150 мин 
45–100 % фазы В, 150–160 мин 100 % фазы В, 160–165 мин 
100–0 % фазы В, продолжительность анализа 175 мин. 
Масс-спектры (МС) регистрировали в режиме поло-
жительных ионов в диапазоне m/z 300–2000 Да, напря-
жение на игле 2,0 кВ, температура источника +275 °С, 
напряжение на капилляре 29,48 В, на линзе 120 В. МС 
регистрировали в орбитальной ловушке в режиме FT 
(разрешение 30 000, число накапливаемых ионов 1 × 106, 
максимальное время накопления 700 мс, 1 микро-
скан), спектры МС/МС получали при ионизации, об-
условленной соударениями (CID) в линейной ловушке 
(режим сканирования Enhanced, число накапливае-
мых ионов 1 × 104, максимальное время накопления 
150 мс, 1 микроскан, энергия соударений 35 % от мак-
симальной). Cпектры МС/МС регистрировали для 12 
самых интенсивных ионов. Динамическое исключение 
включалось после регистрации 1 спект ра, время исклю-
чения 1 мин. Вторичной фрагментации подвергали 
ионы с зарядом больше +1.
Анализ данных. Для идентификации белков МС 
использовали программу MaxQuant v1.5.2.8. Для обра-
ботки данных и идентификации белков применяли 
параметры по умолчанию. Исключения: база данных 
SwissProt_human (версия 2015_04), энзим – трипсин, 
число пропущенных разрывов 2, фиксированные мо-
дификации – карбамидометилирование, возможные 
модификации – ацетилирование N-конца белка, окис-
ленный метионин, пироглутамин и пироглутаминовая 
кислота, точность масс родительского иона для пер-
вичного поиска 25 ppm, для основного поиска после 
перекалибровки – 6 ppm, фрагментов 0,8 Да, мини-
мальная длина пептидов 5 аминокислот, максималь-
ная – 100, максимальная масса пептидов 7000 Да, опция 
зависимые пептиды включена. Для количественного 
расчета использовали метод label-free (без метки) для 
всех идентифицированных пептидов. Таблицу иденти-
фицированных семейств белков обрабатывали в про-
грамме Perseus v1.5.1.6 для аннотирования и удаления 
белков-контаминантов и ложноположительных иден-
тификаций, а также для определения статистической 
значимости отличий в уровнях белков, полученных 
методом label-free. Значимыми считали отличия на уров-
не достоверности p < 0,05 для парного t-критерия 
Стьюдента.
Результаты
Мы использовали label-free количественный про-
теомный nano-LC–MS/MS метод для детектирования 
и сравнения ДЭБ в лизатах линии клеток глиобласто-
мы человека U87 до и после обработки их TGF-β1. 
Анализ триптических пептидов по их 328 312 спектрам 
МС/МС с помощью программного пакета MaxQuant 
просеквенировал 2589 протеинов по 19 748 (15 309 
уникальных) пептидам при сравнении с данными базы 
SwissProt_human и ложным уровнем обнаружения 
(a false discovery rate) 1 % для тройных повторов 2 ви-
дов образцов. Из них 2482 белка идентифицировали 
по 19 555 (15 119 уникальных) пептидам в контроль-
ных клетках U87 и 2566 белков – по 19 695 (15 257 уни-
кальных) пептидам в клетках U87 после стимуляции 
TGF-β1. Для всех линий клеток ~91 % белков иденти-
фицировали по более чем 2 пептидам. Диапазон мо-
лекулярного веса протеинов изменялся от 1,91 до 
3713,70 кДа, из них 896 имели молекулярный вес до 
30 кДа; 1280 – 30–100 кДа; 371 – 100–300 кДа; 26 – 
300–500 кДа; 16 – более 500 кДа. Процент покрытия 
анализируемых белков варьировался от 0,3 до 100 %, 
из них 1446 белков с покрытием до 20 %, 658 – 20–40 %, 
315 – 40–60 %, 170–60–100 %. Коэффициент корре-
ляции Пирсона для данных образцов клеток U87 до 
и после стимуляции TGF-β1 был 0,904–0,952.
Идентифицированные протеины показали высо-
кий процент перекрытия для 2 клеточных популяций. 
Во всех клеточных лизатах детектировались 2459 (95 % 
от 2589) белков, только в клетках U87 – 23 и 107 про-
теинов были уникальными для клеток U87 после 
их стимуляции TGF-β1.
Статистически значимые (p < 0,05) изменения 
в экс прессии после обработки клеток TGF-β1 заре-
гистрированы для 656 белков. Изменял экспрессию 
более чем в 2 раза 281 протеин, увеличивали 160 про-
теинов, а уменьшал 121 протеин. Повышение экспрес-
сии более чем на порядок наблюдали у рецепторо-
ассоциированного протеина ангиотензина II типа, 
инверсина, протеина CYR61, гуанозинтрифосфатсвя-
зывающего протеина RAD, энолазы, миозина-14, ас-
социированного с функцией лимфоцитов антигена-3, 
фактора роста соединительной ткани, индуцирован-
ного сигналом и связанного с пролифирацией подоб-
ного 1 белка 3. Одновременно снижение экспрессии 
более чем на порядок отмечали для кератиноассоци-
ированного протеина 3–3, кератина типа II кутику-
лярного Hb2, предполагаемого кератина-87, гомоло-
га-2 семейства фермитинов, N-ацетилтрансферазы-10, 
кератина типа I кутикулярного Ha4.
Динамический диапазон для идентифицирован-
ных белков составляет 6 порядков (от 4,1 × 108 до 363), 
что позволяет выявить низкокопийные белки, такие 
как коффилин-2, фактор, ингибирующий миграцию 
макрофагов, и др. Также были идентифицированы 
специфические маркеры мезенхимальных (CD44, ин-
тегрин α5 и β1) и прогениторных (член А3 семейства 
альдегиддегидрогеназы-1) стволовых клеток глиобла-
стомы и маркеры пронейрональной дифференциров-
ки (тубулин β3, нестин) нейральных прогениторных 
стволовых клеток. Во всех 2 образцах идентифициро-
вали 2296 белков.
Полученные данные протеомного картирования 
белков различных типов клеток были подвергнуты срав-
нительному биоинформационному анализу. В даль-
нейшем были включены в анализ каждой из групп срав-
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сигнальная интенсивность изменилась статистически 
значимо (p < 0,05).
Каждый идентифицированный белок, удовлетво-
ряющий вышеназванным требованиям, классифици-
ровали в соответствии с его клеточной локализацией 
на основании информации, доступной в базах данных 
Swiss-Prot, Gene Ontology и других открытых базах. 
Также учитывали тот факт, что если 1 белок находился 
более чем в 1 клеточном компартменте. По данным 
открытых баз, 656 белкам, изменившим экспрессию 
при стимуляции, соответсвовали 506 генов. Клеточное 
распределение белков с известной локализацией, ко-
дируемых этими генами, включало: клеточную часть 
(GO:0044464) – 43,8 %; органеллы (GO:0043226) – 28,0 %, 
макромолекулярный комплекс (GO:0032991) – 15,2 %, 
мембраны (GO:0016020) – 7,1 % и внеклеточный 
регион (GO:0005576) – 3,4 %.
Протеины картировали по биологической роли 
в клетке, молекулярной функции и функциональному 
классу в соответствии с протеомно-геномной анали-
тической программой PANTHER (Protein ANalysis 
THrough Evolutionary Relationships).
Основная часть ДЭБ участвовала в метаболических 
(GO:0008152; 28,8 %) и клеточных (GO:0009987; 21,9 %) 
процессах, а также в процессах биологической регуля-
ции (GO:0065007; 8,8 %) и локализации (GO:0051179; 
8,7 %). Бόльшая часть ДЭБ проявляла каталитическую 
(GO:0003824; 34,8 %), связывающую (GO:0005488; 30,6 %), 
структурно-молекулярную (GO:0005198; 16,3 %), энзим-
регуляторную (GO:0030234; 6,0 %), транскрипционную 
для связывания нуклеиновых кислот (GO:0001071; 
2,8 %) и рецепторную активность (GO:0004872; 2,6 %). 
Основная часть ДЭБ представлена следующими клас-
сами: связывающие нуклеиновые кислоты (PC00171; 
14,6 %), белки цитоскелета (PC00085; 11,2 %), гидро-
лазы (PC00121; 9,0 %), трансферазы (PC00220; 7,7 %) 
и модуляторы энзимов (PC00095; 7,3 %).
Из 2589 идентифицированных белков мы рассчи-
тали количество протеинов (n = 656), экспрессия кото-
рых статистически значимо изменялась при стимуляции 
клеток U87 фактором TGF-β1. Основной биоинфор-
мационный анализ проводили с этой группой белков.
Для лучшего понимания биологических процессов 
и путей, включенных в TGF-β-индуцированные от-
клики, мы провели развернутый биоинформационный 
анализ с использованием KEGG (Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes) и биологических процессов GO 
(Gene Ontology). Отмечали значительное обогащение 
генов для процессов, которые могут быть включены 
в ЭМП [11]. К ним относятся: ПМК, фокальная адге-
зия, актиновый цитоскелет и др. Поэтому при анали-
зе полученных данных этим процессам уделяли повы-
шенное внимание. Полученные данные представлены 
в табл. 1 и 2. Статистически значимо увеличивали экс-
прессию при действии TGF-β1 на клетки U87 пять 
белков (миозин, тяжелая цепь 14 (NMIIC); немускуль-
ный миозин, тяжелая цепь 9 (NMIIA); регуляторная 
Таблица 1. Изменение экспрессии белков, участвующих в образовании 






ACTB Актин, бета 0,75
ACTG1 Актин, гамма-1 0,74
ACTN1 Актин, альфа-1 1,34
CTNNA1 Катенин, альфа-1, 102 кДа 2,09
CSNK2B Казеинкиназа-2, бета полипептид 0,76
MYH14 Миозин, тяжелая цепь 14 (NMIIC) 16,91
MYH9 Миозин, тяжелая цепь 9,  немускульный (NMIIA) 3,78
PRKCA Протеинкиназа C, альфа 0,38
PPP2R2A Протеинфосфатаза-2, регуляторная субъединица Б, альфа изоформа 2,90
RAB13 RAB13, член семейства онкогенов RAS 0,72
RRAS2 Связанный вирусный (r-ras) гомолог онкогена 2 0,53
TJP2 Белок плотных контактов 2 0,71
субъединица Б альфа изоформы протеинфосфатазы-2; 
катенин, альфа-1, 102 кДа; актинин, альфа-1), участ-
вующие в образовании ПМК (см. табл. 1). Повышенную 
экспрессию у белков, связанных с фокальной адге-
зией, наблюдали у 12 протеинов (см. табл. 2), из них: 
у тромбоспондина-1; фибронектина-1; коллагена, тип I, 
альфа-2; протеинтирозинкиназы-2; тенасцина C; по-
добной Rho-ассоциированной, биспиральной проте-
инкиназы-1 и рецептора фактора роста, связанного с про-
теином-2, экспрессия увеличивалась более чем в 2 раза.
Обсуждение
В настоящее время нет доказательств возможной 
антионкогенной активности сигнального пути TGF-β 
в глиомах, такой как индукция старения, которая на-
блюдается при эпителиальном раке [7]. Обнаружена 
повышенная экспрессия TGF-β в злокачественных 
опухолях головного мозга, увеличивающая рост опу-
холевых клеток, их миграцию, инвазию, ангиогенез, 
супрессию иммунной системы [12]. TGF-β в глиомах 
секретируется как по аутокринному механизму клет-
ками глиомы, так и образуется микроглиальными 
клетками. Аутокринную секрецию TGF-β наблюдали 
в кле точных линиях или в клетках, полученных из хи-
рургически удаленных злокачественных глиом [13].
Суперсемейство TGF-β играет решающую роль 
в морфогенезе и спецификации потомков клеток в про-
цессе развития мозга [14]. H. Ikushima и соавт. показа-
ли, что аутокринный TGF-β-сигналинг очень важен 
для поддержания стволовости у стволовых клеток гли-
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увеличивала число нейросфер в первичной культуре 
клеток опухоли головного мозга дозозависимым обра-
зом, показывая, что TGF-β повышает способность 
к самовозобновлению стволовых клеток глиомы [16].
В табл. 1 представлены белки, отвечающие за ПМК, 
которые меняют экспрессию в клетках U87 при дейст-
вии TGF-β1. Карта сигнальных путей, связанных с ПМК, 
изображена на рис. 1 (KEGG PATHWAY Database). 
Специализированные комплексы белков поверхности 
клеток формируют эпителиальные межклеточные со-
единения, которые важны для целостности эпителия. 
Клетки связываются друг с другом через субапикаль-
ные плотные контакты, адгезивные контакты, десмо-
сомы и разрозненные контакты на латеральных по-
верхностях. После инициирования ЭМП эти контакты 
нарушаются и соединительные белки релокализуются 
и/или деградируют. Разрушение ПМК в процессе ЭМП 
сопровождается снижением экспрессии клаудина и ок-
клудина и диффузией белка плотных контактов 1 (TJP1) 
из ПМК [17]. Во время дестабилизации адгезивных 
контактов эпителиальный кадгерин (E-кадгерин) рас-
щепляется в плазматической мембране и впоследствии 
деградирует [18]. После действия TGF-β1 мы не отме-
чали статистически значимого изменения в экспрес-
сии TJP1, в то время как уровни TJP2 снизились 
в 1,74 раза (см. табл. 1). TJP2 показывал положитель-
ную корреляцию с выживаемостью больных GBM [19]. 
Это говорит о том, что возможен баланс между мат-
риксными металлопротеиназами и протеинами ПМК, 
который необходим для поддержания гематоэнцефа-
лического барьера в GBM. Сдвиг в этом балансе может 
вызывать появление более агрессивного фенотипа, 
связанного с отеком мозга и инвазивностью опухоле-
вых клеток [19].
PPP2R2A, известная как B55α, является регулятор-
ной субъединицей протеин серин/треонин фосфата-
зы А2 (PP2A). В раковых клетках снижение акивности 
PP2A индуцирует активацию различных киназ, свя-
занных с пролиферецией клеток, и промотирует опу-
холевую прогрессию [20]. PP2A регулирует многие 
внутриклеточные процессы, включая клеточный сиг-
налинг, клеточный цикл, метаболизм, апоптоз и син-
тез протеинов [21]. Роль этой системы в молекулярных 
механизмах регуляции клеточных процессов TGF-β1 
практически не изучена. Имеются единичные данные 
об участии PP2R2A в TGF-β-индуцированном аресте 
пролифирации клеток [22]. TGF-β1 увеличивал экспрес-
сию PP2R2A в клетках U87 почти в 3 раза (см. табл. 1), 
что подтверждает ранее полученные данные [22].
Биоинформационный анализ показал высокое обо-
гащение белками, участвующими в фокальной адгезии. 
Карта сигнальных путей фокальной адгезии изобра-
жена на рис. 2 (KEGG PATHWAY Database). В табл. 2 
представлены ДЭБ, модулирующие этот процесс. За-
метное повышение экспрессии под действием TGF-β1 
наблюдали для тромбоспондина-1 (в 7,93 раза), фиб-
ронектина-1 (в 3,53 раза), коллагена, тип I, альфа 2 
(в 3,11 раза). Известно, что ЭМП активизирует экс-
прессию адгезивных молекул нейральных клеток (neural 
cell adhesion molecule, NCAM), которые взаимодейст-
вуют с нейрональным кадгерином (N-кадгерином), 
для модуляции активности рецепторов тирозинкиназ 
[18]. NCAM взаимодействуют с FYN-киназой (нере-
цепторной тирозинкиназой src-семейства), ослабляя 
блок фокальной адгезии, миграции и инвазии [23]. Мы 
установили изменение экспрессии FYN-киназы в 1,45 
раза и протеинтирозинкиназы-2 (PTK2) в 2,92 раза 
(см. табл. 2). Ремоделирование внеклеточного мат-
рикса (extracellular matrix, ECM) и изменение взаимо-
действия клеток с ECM важны при инициировании 
и прогрессии ЭМП. Интегриновые комплексы позво-
ляют клеткам получать сигналы от белков ECM через 
взаимодействие с сигнальными медиаторами, такими 
как интегринсвязанная киназа (ILK) и парвин [18]. 
После обработки TGF-β1 клеток U87 в течение 24 ч 
наблюдали незначительное увеличение (в 1,18 раза) 
экспрессии ILK и отсутствие изменений у парвин-α, 
в то время как уровни парвин-β снижались в 1,51 раза. 
Изменения интегринового репертуара в процессе ЭМП 
коррелируют с увеличенной экспрессией протеаз, та-
Таблица 2. Изменение экспрессии белков фокальной адгезии после 





CAPN2 Кальпаин-2, (m/II) большая субъеди-ница 0,71
CAV1 Кавеолин-1 0,63
COL1A2 Коллаген, тип I, альфа-2 3,11
COL6A1 Коллаген, тип VI, альфа-1 1,58
FN1 Фибронектин-1 3,53
FLNB Филамин Б, бета 1,27
FYN FYN-протоонкоген 1,45
GRB2 Рецептор фактора роста, связанный с протеином-2 2,07
ITGAV Интегрин, альфа-5 1,58
MAP2K1 Митогенактивируемая протеинкиназа киназы-1 0,67
PRKCA Протеинкиназа C, альфа 0,38
PTK2 Протеинтирозинкиназа-2 2,92
ROCK1 Rho-связанная протеинкиназа-1 2,13
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ких как матричные металлопротеиназы MMP2 и MMP9, 
таким образом усиливая деградацию белков ECM 
и способствуя инвазии [24]. В этой связи мы отметили 
значительное увеличение (в 3,96 раза) экспрессии 
MMP2.
Rho-связанные протеинкиназы 1 (ROCK1) и 2 
(ROCK2), серин/треонин протеинкиназы влияют на ин-
вазию и миграцию клеток, изменяя статус цитоскеле-
та. В последние годы было установлено, что ROCK1 
сверхэкспрессируется в различных опухолях. Отмече-
но, что фактор роста эндотелия сосудов С (vascular 
endothelial growth factor, VEGF-C) вызывал метастази-
рование рака шейки матки через активацию и регуля-
цию сигнального пути RhoA/ROCK2/моезин [25]. При 
активации клеток глиобластомы TGF-β1 мы наблю-
дали статистически достоверное увеличение экспрессии 
моезина в 1,25 раза и ROCK2 в 1,51 раза. Повышен-
ная экспрессия ROCK1 в ткани глиомы положительно 
коррелировала с ее злокачественностью. Результаты 
предварительных исследований показали, что проли-
ферацию и метастазирование клеток GBM можно 
ингибировать, подавляя экспрессию ROCK1, кото-
рый рассматривают в качестве новой мишени для те-
рапии GBM [26]. Как видно из табл. 2, при действии 
TGF-β1 наблюдается увеличение экспрессии ROCK1 
в 2,13 раза.
Повышенное содержание ECM в микроокружении 
глиомы играет решающую роль в поддержании мор-
фологии ее клеток, пролиферации и дифференцировки. 
Фибронектины (fibronectins, FNs) являются основны-
ми компонентами ECM во многих солидных опухолях, 
включая GBM. В ряде работ отмечено высокое содер-
жание FNs в ECM сфероидов глиом в опытах in vitro 
и in vivo [27]. Как видно из табл. 2, экспрессия FN1 
значительно возрастает (в 3,53 раза) в клетках U87 при 
действии TGF-β1.
Важность эпигенетических альтераций при злока-
чественных новообразованиях хорошо известна. HDAC 
вовлекаются в структуру хроматина и регулируют 
транскрипцию генов, изменяя экспрессию при злока-
чественных глиомах. Ингибиторы HDAC использовали 
в попытке остановить рост и вызвать апоптоз раковых 
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клеток. Ацилазы гистонов (histone acetyltransferases, 
HAT) и гиперацетилирование гистонов также вызы-
вают деградацию HIF-1a и снижение уровня VEGF и, 
таким образом, приводят к антиангиогенным эффек-
там [28]. Лечение ингибиторами HDACs уменьшало 
пролиферацию полученных из глиобластомы стволо-
вых клеток и вызывало их дифференцировку [29]. Ана-
лиз полученных данных выявил увеличение экспрессии 
HDAC1 в 1,48 раза, HDAC2 – в 1,31 раза и значитель-
ное (в 3,10 раза) повышение экспрессии HAT1.
HSP (особенно HSP90) – молекулярные шаперо-
ны, которые помогают в стабилизации белков-клиен-
тов, таких как протеинкиназы и ряд транскрипционных 
факторов. HSP90 является необходимым элементом 
злокачественной трансформации, увеличения роста, 
выживания и инвазивности раковых клеток. HSP ста-
билизируют экспрессию рецептора эпидермального 
фактора роста vIII (EGFRvIII) и vIV (EGFRvIV) и, ве-
роятно, поддерживают инвазивность GBM [30], их 
экспрессия незначительно росла при действии TGF-β1 
на клетки U87. Самое заметное (в 1,86 раза) изменение 
наблюдали у HSP90AA4P.
Белки семейства 14-3-3 (фосфосерин-/фосфотре-
онинсвязывающие белки) имеют 7 изоформ (b, r, 3, d, 
q, h и z), которые принимают схожую подковообраз-
ную структуру, способную закреплять pS/T-остатки 
[31]. Роль белков 14-3-3 в злокачественных опухолях 
и их взаимодействие с различным опухолеродными 
генами и генами-супрессорами опухоли сложна и ма-
ло изучена [32]. Предыдущие исследования продемон-
стрировали, что иммунореактивность изоформ 14-3-3b, 
3, d, q, h и z наблюдалась в большинстве образцов с астро-
цитом, и их иммунореактивные показатели заметно 
увеличивались с ростом стадии заболевания [33]. Бы-
ли идентифицированы 14-3-3b и 14-3-3h как 2 опухо-
левоспецифические изоформы 14-3-3 в астроцитоме, 
которые рассматриваются в настоящее время как по-
тенциальные мишени для генотерапии [34]. Показано, 
что 14-3-3b регулирует пролиферацию клеток глиомы 
через GSK3b-связанный сигнальный путь [35]. Однако 
точная роль 14-3-3b в человеческих GBM еще не изу-
чена. В нашем эксперименте экспрессия белков 14-3-3 
статистически значимо не изменялась при действии 
TGF-β1 на клетки U87.
Белки S100, такие как S100B, S100A2, S100A4, 
S100A6 и S100P, гиперэкспрессированы в первичных 
опухолях многих видов рака, в том числе молочной 
железы, головного мозга, легких, поджелудочной же-
лезы, предстательной железы и толстой кишки [36]. 
К тому же повышенная экспрессия этих белков в пер-
вичной опухоли часто ассоциируется с плохим прог-
нозом заболевания, как полагают, из-за их способ-
ности индуцировать миграцию и метастазирование 
опухолевых клеток [37]. Увеличение экспрессии неко-
торых белков S100 в клетках с помощью трансфекции 
может модулировать цитоскелет и усиливать мигра-
цию клеток во многих модельных системах in vitro [37]. 
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в опухолевых клетках являются изоформами немы-
шечного миозина IIs (non-muscle myosin IIs, NMIIs), 
NMIIA, NMIIB и NMIIC. NMIIA связан с организа-
цией стресс-фибрилл, фокальных участков адгезии 
и тканевой архитектурой. NMIIB участвует в стаби-
лизации нормальной полярности клеток и имеет важ-
ное значение для развития сердца и мозга. NMIIC – 
недавно открытая изоформа, функция которой мало 
изучена, но она может действовать совместно с NMIIA 
и NMIIB [37].
В лизатах линии опухолевых клеток U87 до и после 
обработки их TGF-β1 мы идентифицировали 9 членов 
этого семейства белков: S100P, S100A6, S100A7, 
S100A8, S100A9, S100A10, S100A11, S100A13, S100A16. 
Заметное увеличение экспрессии отмечали для S100A7 
(в 1,93 раза) и S100P (в 1,54 раза). На фоне изменения 
их уровней зарегистрировали значительное повыше-
ние экспрессии NMIIA и NMIIC в 3,78 и 16,91 раза 
соответственно.
Нокдаун NMIIA заметно усиливал эффект S100P, 
направленный на повышение миграции клеток, что сви-
детельствовало о том, что он является основным эффек-
тором сигнального пути S100P, который различным 
образом взаимодействовал с NMII-изоформами с на-
ибольшим сродством к NMDA (≥ NMIIC ≥ NMIIB) [37].
Заключение
В данной работе впервые изучены молекулярные 
механизмы действия TGF-β1 на клетки U87 глиоблас-
томы человека. Выявлены внутриклеточные сигналь-
ные пути, ответственные за участие TGF-β1 в онко-
генезе злокачественных глиом и включающие ДЭБ 
фокальной адгезии, ПМК, HDAC, HSP, семейства 
S100. Установлены важные закономерности, которые 
могут быть использованы при разработке новых под-
ходов для обнаружения кандидатных маркеров мета-
стазирования глиобластомы и потенциальных мише-
ней для терапии этого заболевания.
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